PATENT COOPERATION TFw vTY 



PCT/SE98/02463 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

01 September 1999 (01.09.99) 




International application No. 

PCT/SE98/02463 


Applicant's or agent's file reference 

Pha-1797-PCT 


International filing date (day/month/year) 
30 December 1998 (30.12.98) 


Priority date (day/month/year) 

30 December 1997 (30.12.97) 


Applicant 

MENDEL- HARTVIG, lb et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
23 July 1999 (23.07.99) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



The election 



0 
□ * 



js not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 


The International Bureau of WIPO 


34. chemin des Colombettes 


P. Regis 


121 1 Geneva 20. Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



2819609 



— Copy for the Elected Office (EO/US) 

i ATEMT COOPERATION TREA . Y 



PCT/SE98/02463 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

WIDEN, Bjorn 

r lldiilldUld Oc wpjOFin MO 

Patent Dept. 

S-112 87 Stockholm 

oU tut 


Date of mailing (day/month/year) 

01 September 1999 (01.09.99) 


Applicant's or agent's file reference 
Pha-1797-PCT 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/SE98/02463 


International filing date (day/month/year) 
30 December 1998 (30.12.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
| | the applicant | [ the inventor X the agent 



| | the common representative 



Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


WIDEN, Bjorn 
Pharmacia & Upjohn AB 
Patent Dept. 
S-751 82 Uppsala 
Sweden 






Telephone No. 
46 18 16 3000 


Facsimile No. 
46 18 12 6077 






Teleprinter No. 



2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| | the person [^j the name J^J the address the nationality | [ the residence 



Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


WIDEN, Bjorn 

Pharmacia & Upjohn AB 

Patent Dept. 

S-112 87 Stockholm 

oweden 






Telephone No. 
46 8 695 80 00 


Facsimile No. 

46 8 695 42 78 






Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 



4. A copy of this notification has been sent to: 
| X| the receiving Office 
| | the International Searching Authority 
| X | the International Preliminary Examining Authority 



| | the designated Offices concerned 
| X| the elected Offices concerned 
| [ other: 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

P. Regis 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/18/306 (March 1994) 



002819611 




FOR THE PURPOSES OF INFORMATION ONLY 
Codes used to identify States party to the PCT on the front pages of pamphlets publishing international applications under the PCT. 



AL 


Albania 


ES 


Spain 


KS 


I^ftSOtho 


SI 


Slovenia 


AM 


Armenia 


FI 


Finland 


LT 


Lithuania 


SK 


Slovakia 


AT 


Austria 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australia 


CA 


Gabon 


LV 


Latvia 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaijan 


GB 


United Kingdom 


MC 


Monaco 


TD 


Chad 


BA 


Bosnia and Herzegovina 


GE 


Georgia 


MD 


Republic of Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tajikistan 


BE 


Belgium 


GN 


Guinea 


MK 


The former Yugoslav 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Greece 




Republic of Macedonia 


TR 


Turkey 


BG 


Bulgaria 


HU 


Hungary 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad and Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Ireland 


- MN 


Mongolia 


UA 


Ukraine 


BR 


Brazil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritania 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Iceland 


MW 


Malawi 


US 


United States of America 


CA 


Canada 


IT 


Italy 


MX 


Mexico 


UZ 


Uzbekistan 


CF 


Central African Republic 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Netherlands 


YU 


Yugoslavia 


CH 


Switzerland 


KG 


Kyrgyzstan 


NO 


Norway 


ZVV 


Zimbabwe 


CI 


Cdte d'Tvoire 


KP 


Democratic People's 


NZ 


New Zealand 






CM 


Cameroon 




Republic of Korea 


PL 


Poland 






CN 


China 


KR 


Republic of Korea 


PT 


Portugal 






cu 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Romania 






cz 


Czech Republic 


LC 


Saint Lucia 


RU 


Russian Federation 






DE 


Germany 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Denmark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Sweden 






EE 


Estonia 


LR 


Liberia 


SG 


Singapore 







PATENT COOPERATION 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMENATIi 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



REC'D 2 7 APR 2000 



Applicant's or agent's file reference 
Pha-1797-PCT 


FOR FURTHER ACTION gee Notification of Trammittal of ^terr^onal 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPE A/4 1 6) 


International application No. 
PCT/SE98/02463 


International filing date (day/month/year) Priority date (day/monih/year) 
30.12.1998 30.12.1997 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC7 
G 01 N 33/53 


Applicant 

Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB et al 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



sheets, including this cover sheet 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 



I 




II 


□ 


III 


□ 


rv 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or industrial applicability; cit 
and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 



UUiVNU 



Date of submission of the demand 
23.07.1999 


Date of completion of this report 
03.04.2000 


Name and mailing address of the IPEA/SE 
Patent- och registreringsverket Telex 
Box 5055 17978 
S-102 4 2 STOCKHOLM PATOREG-S 

Facsimile No. 08-667 72 88 


Authorized officer 

Hampus Rystedt/ELY 
Telephone No. 08-782 25 00 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



^Kternational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

I PCT/SE98/024 63 


I. Basis f the report 


1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


[\>^| the international application as originally filed 


1 1 *u a ■ ^ 

1 | the description, pages 


, as originally filed, 


Daces 


, filed with the demand, 


oases 


. filed with the letter of 


pages 


. filed with the letter of 


1 1 the claims, Nos. 


, ai unginaiiy incu, 


Nos. 


, as amended under Article 19, 


Nos. 


, filed with the demand, 


Nos. 


. filed with the letter of 




filed with the letter of 

<y 11J vU WW |UI U lv IvlLvl vl * 


1 1 the drawings, sheets/fig 


, as originally filed, 




, filed with the demand 


sheets/fig 


. filed with the letter of 


sheets/fie 


. filed with the letter of 


2. The amendments have resulted in the cancellation of: 




| | the description, pages 




| | the claims, Nos. 




| | the drawings, sheets/fig 




^ 1 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
" ' ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 





Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



^^^iteniational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

|PCT/SE98/02463 

V. Resoned statement under Article 35(2) with regard t novelty, inventive step r industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) Claims 15-17. 29-31, 33 YES 

Claims 1-14.1 R-?fi . 3? NO 

Inventive step (IS) Claims YES 

Claims 1-33 NO 

Industrial applicability (IA) Claims 1-33 YES 

Claims NO 



2. Citations and explanations 

The present application relates to a method for detecting 
analytes in a sample. The method utilises a flow matrix, 
having a two or more application zones (LZ) . One reactant, 
reactant I, is bound to the matrix in a detection zone (DZ) , 
and another reactant, the analytically detectable reactant*, 
is added to (or prediposited in) the matrix in an LZ upstream 
from the LZ used for application of sample. 

The following document is considered particularly relevant: 
Dl: EP-A2-306336 

D2: WO-A1-9516914 (not cited in the search report) 

Dl discloses a "multiple port assay device" consisting of a 
bibulous material (ie. a flow matrix), at least two 
application zones (in which the sample may be added to the 
downstream zone and a reagent may be added to the upstream 
zone, see column 21 lines 7-9) and a detection zone 
comprising an immunosorbing zone with immobilised antibodies. 
The application zones are separate from each other (see column 
column 4 lines 39-53) . Reagents may be predeposited in the 
matrix (see column 22 lines -1-16). Claims 1-14, 18-28 and 32 
lack novelty with regard to Dl . 

The use of internal calibrators in this type of assays is a 
standard technique, see D2 . Claims 15, 16," 29, 30 and 33 are 
therefore considered to be implementations obvious to a person 
skilled in the art, and consequently they lack inventive step. 

The use of the method or device of the application for 
diagnosing allergy or autoimmune diseases are considered 
obvious to a person skilled in the art. Claims 17 and 31 are 
therefore considered to lack inventive step. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/SE 98/02463 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 



IPC6: G01N 33/53 

According to International Patent Classification (IPC) or lo both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC6: G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 

SE,DK,FI,N0 classes as above 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



WPI, EPODOC, TXTE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



EP 0306336 A2 (SYNTEX (U.S.A.) INC.), 8 March 1989 
(08.03.89), See esp. column 20, line 64 - column 
22, line 61 



WO 9202818 Al (PURDUE RESEARCH FOUNDATION) , 
20 February 1992 (20.02.92) 



WO 9114942 Al (PACIFIC BIOTECH, INC.), 
3 October 1991 (03.10.91) 



1-33 



1-33 



1-33 



| Further documents are listed in the continuation of Box C. | y| See patent family annex. 



SpcciaJ categories of cited documents: 

*A* document defining the general state of the art which is not considered 
to be of parti cuJar relevance 
E" crlicr document but published on or after the international filing date 

L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is 
cited to establish the publicauon date of another citation or other 
special reason (as specified) 

O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 



document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



*T* later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X* document of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

"Y* document of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered lo involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



24 March 1999 



Date of mailing of the international search report 

28 -03- 1999 



ame and mailing address of the ISA/ 
Swedish Patent Office 
Box 5055, S-102 42 STOCKHOLM 
Facsimile No. +46 8 666 02 86 



Authorized officer 



Hampus Rystedt 

Telephone No. + 46 8 782 25 00 



Form PCT/1SA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 

02/03/99 


International application No. 

PCT/SE 98/02463 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
^ member(s) 


Publication 
date 



EP 0306336 A2 



08/03/89 



CA 1333046 A 

DE 3887941 D,T 

ES 2051303 T 

JP 1072066 A 

US 4981786 A 



15/11/94 
01/09/94 
16/06/94 
16/03/89 
01/01/91 



WO 9202818 Al 20/02/92 AU 8654891 A 02/03/92 



W0 9114942 Al 


03/10/91 


AT 


157457 T 


15/09/97 






AU 


650874 B 


07/07/94 






AU 


7676991 A 


21/10/91 






CA 


2076876 A 


28/09/91 






0E 


69127442 D,T 


19/03/98 






EP 


0525046 A,B 


03/02/93 






ES 


2107461 T 


01/12/97 






US 


5223220 A 


29/06/93 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



PCT 



REQUEST 



The undersigned requests that the present 

international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treaty. 



0 4 -03- 1999 

For receiving Office use only 



International Application nSP^ SE 9 8 / 0 2 4 6 3 



International Filing Date 



3 0 -12- 1998 



The Swedish Patent Office 
PCT International Application 

Namjsojfreceiv^^ 



Applicant's or agent's file reference 

(if desired) (12 characters maximum) Pha-1797-PCT 



Box No. I TITLE OF INVENTION 

Analytical method comprising addition in two or more positions and a device and test kit therefor. 


Box No. II APPLICANT 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB 

SE-751 82 UPPSALA 

Sweden 


| | This person is also inventor. 


Telephone No. 
+46 18 16 30 00 


Facsimile No. 
+46 18 14 03 58 


Teleprinter No. 


State (that is, country) of nationality 


State (that is, country) of resicje^pe: 


This person is applicant r - 1 all designated ^ all designated States except r - 1 the United States f— 1 the States indicated in 
for the purposes of 1 1 States A the United States of America 1 1 of America only 1 1 the Supplemental Box 


Box No. in FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

Mendel-Hartvig, lb 
Rabeniusvagen 28 
SE-756 55 UPPSALA 
Sweden 


This person is: 

| | applicant only 

|X[ applicant and inventor 

I I inventor only (If this check-box 
*—* is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 

SE 


State (that is, country) of residence: 

SE 


This person is applicant |~™| all designated \~[ all designated States except [XT] the United States Y~\ the States indicated in 
for the purposes of: 1 1 States I I the Unheal States of America LilJ of America only l_| the Supplemental Box 


|X| Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 


Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 


The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf r%7] t I 1 comrnon representative 
of the applicant(s) before the competent International Authorities as: li2J 6 1 — 1 ^ 


Name and address: (Fwnity name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country.) 

Wid6n, Bjorn both with the address: 
Svanstrom, Par Pharmacia & Upjohn AB 

Patent Department 

SE-751 82 UPPSALA 

Sweden 


Telephone No. 
+46 18 16 30 00 


Facsimile No. 
+46 18 12 60 77 


Teleprinter No. 


r"~| A dress for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the 
I— I space above is used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 



Form PCT/RO/101 (first sheet) (July 1998) 



CORRECTED 



See Notes to the request form 



PCI/ SE 98/02463 



Sheet No. ?. 30 "12" 1998 



Continuation of Box No. HI FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTORS 


If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request. 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

7ptikman Ih/s* 

£_ciir\i i lui if iiyci 

Skymningsvagen 56 
SE-743 32 STORVRETA 
Sweden 


This person is: 
■ i 

1 1 applicant only 

\)C\ applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality 


State (that is, country) of residence: 

SE 


This person is applicant | 1 all designated 1 1 all designated States except rTFl the United States |~~| the States indicated in 

for the purposes of: 1 1 States 1 | the United States of America 1*1 of America only | | the Supplemental Box 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no'State of residence is indicated below,) 

Rundstrdm, Gerd 
Bruksvagen 16 
SE-752 41 UPPSALA 
Sweden 


This person is: 

| | applicant only 

| X| applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality 


State (that is, country) of residence: 

SE 


This person is applicant r~~ 1 all designated " r~™| all designated States except [TT\ the United States ["— I the States indicated in 
for the purposes of: I I States I I the United States of America I I of America only I I the Supplemental Box 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 


This person is: 

| | applicant only 

| | applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box 
L — J is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: 


This person is applicant I" - 1 all designated f - ] all designated States except r~~| the United States r~~| the States indicated in 
for the purposes of: I I States I I the United States of America | | of America only | | the Supplemental Box 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (thai is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 


This person is: 

| | applicant only 

| | applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: . 


This person is applicant I™ - 1 all designated r - 1 all designated States except V~ 1 the United States [— I the States indicated in 
for the purposes of: 1 1 States | | the United States of America | | of America only | | the Supplemental Box 


1 | Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet. 



Form PCT/RO/1 0 1 (continuation sheet) (July 1 998) SeeNotes to the request form 



Sheet No. 3. 



PCT/ SE 98/02463 
3 0 -12- 1998 



Box N .V DESIGNATION OF STATES 



The following designations are hereby made under Rule 4.9(a) (mark the applicable check-boxes: at least one must be marked): 
Regional Patent 

□ AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi t SD Sudan, SZ Swaziland, UG Uganda, 

ZW Zimbabwe, and any other State which is a Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT 

□ EA Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of 

Moldova, RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State 
of the Eurasian Patent Convention and of the PCT 

EI EP European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH and LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany, 
DK Denmark, ES S pain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg, 
MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, and any other State which is a Contracting State of the European 
Patent Convention and of the PCT 

□ OA OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cdte d* I voire, CM Cameroon, 

GA Gabon, GN Guinea, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and any other State 
which is a member State of OAPI and a Contracting State of the PCT (ilotherkind of protection or treatment desired, specify 
on dotted line) 

National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line): 



□ 


AL 


□ 


AM 


□ 


AT 




AU 


□ 


AZ 


□ 


BA 


□ 


BB 


□ 


BG 


□ 


BR 


□ 


BY 




CA 


□ 


CH; 


□ 


CN 


□ 


CU 


□ 


cz 


n 


DE 


□ 


DK 


□ 


EE 


□ 


ES 


□ 


FI 


□ 


GB 


□ 


GE 


□ 


GH 


□ 


GM 


□ 


GW 


□ 


HR 


u 


HU 


□ 


ID 


□ 


IL 


□ 


IS 


El 


JP 


□ 


KE 


□ 


KG 


□ 


KP 


□ 


KR 


□ 


KZ 


□ 


LC 


□ 


LK 


□ 


LR 



Albania 

Armenia 

Austria 

Australia 

Azerbaijan 

Bosnia and Herzegovina 

Barbados 

Bulgaria 

Brazil 

Belarus 

Canada 

ind LI Switzerland and Liechtenstein 
China 



Cuba 

Czech Republic 

Germany 

Denmark 

Estonia . . . ... 

Spain 

Finland 

United Kingdom 

Georgia 

Ghana 



Croatia 

Hungary 

Indonesia 

Israel 

Iceland 

Japan 

Kenya 

Kyrgyzstan 

Democratic People* s Republic of Korea 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho . . . . 
Lithuania 
Luxembourg 
Latvia 



MD Republic of Moldova 

MG Madagascar 

MK The former Yugoslav Republic of Macedonia 

MN Mongolia 

MW Malawi 

MX Mexico 

NO Norway 

NZ New Zealand . . . ' 

PL Poland 

PT Portugal 

RO Romania 

RU Russian Federation 

SD Sudan 
SE Sweden 
SG Singapore 

SI Slovenia . . '. 

SK Slovakia 

SL Sierra Leone 

TJ Tajikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkey 

TT Trinidad and Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US United States of America 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Uzbekistan 
Viet Nam . , 
Yugoslavia 
Zimbabwe . 



Republic of Korea 

Kazakhstan 

Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 



Check-boxes reserved for designating States (for the purposes of 
a national patent} which have become party to the PCT after 
issuance of this sheet: 



□ 
□ 



Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all other 
designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being excluded 
from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that any 
designation which is not confirmed before the expiration of 1 5 months from the priority date is to be regarded as withdrawn by the applicant 
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Pha-1797-PCT 

1 

ANALYSFORFARANDE MED TILLSATTNING X TVA ELLER FLERA 
POSITIONER OCH ANORDNING OCH TESTKIT FOR DETTA 

Teknikomrade 

5 Uppfinningen avser ett forfarande for att bestamma en 

analyt i ett prov med hjalp av biospecifika 

af f initetsreaktanter (Reaktant 1, Reaktant 2 etc), av vilka 
en ar analyt iskt detekterbar (Reaktant*) och en ar fast 
forankrad i en detektionszon i en flodesmatris (Reaktant 

10 I) . Provet (analyten) fors av ett transportf lode i matrisen 
frctfi en appliceringszon for vatska (VZP) inneh&llande 
analyten (provet) och/e*ller buffert till detektionszonen 
(DZ) , i vilken Reaktant I ar fast forankrad. Samtidigt med 
att provet transporteras i matrisen transporteras aven de 

15 av reaktanterna som cir losliga, inklusive Reaktant*. I de- 
tektionszonen f&ngas Reaktant* upp i en marigd som ar rela- 
terad till mangden analyt i provet. For att detta skall 
kunna ske ar Reaktant* vald s& att den ka.n biospecifikt 
binda direkt till Reaktant I eller indirekt via en eller 

20 flera tillsatta biospecifika aff initetsreaktanter 

( inkluderande analyten) . Mangden analyt bestams sedan ur 
mangd Reaktant* som bundits i detektionszonen. I 
transportf lodet kan finnas zbner, i vilka olika 
biospecifika aff initetsreaktanter (exempelvis Reaktant* , 

25 dock ej analyt) applicerats i forvag ( f ordeponerats ) for 
att upplosas och transporteras med flodet mot 
HpfoVh ions zonsn . 

Med reaktanter (inkluderande analyten) , som uppvisar. bio- 
specif ik af f initet (bioaf f ina reaktanter) , avses enskilda 

3 0 medlemmar i reaktantparen : ' antigen/hapten - antikropp; 

bio tin -avidin/streptavidin; tvd komplementara enkelkedjor 
av nukleinsyra etc. Till antikroppar raknas antigen- 

bindande antikroppsf ragment sAsom Fab, F(ab) 2 ' f enkelkedje- 

Fv-antikroppar (scFv) etc. Aktuella reaktanter behover inte 
3 5 vara naturligt forekommande utan kan aven vara syntetiskt 
framstallda molekyler/bindare . 
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Den aktuella typen av testmetodik har tidigare framst 
utnytt-jats for biospecif ika af f initetsreaktanter dar minst 
den ena i ett utnyttjat reaktantpar har uppvisat 
proteins truktur, speciellt i samband med sA kallade 
5 immunkemiska bestamningsf orf aranden. 

Biospecifika af f initetsreaktioner utfores framst i 
vattenhaltiga medier (exempelvis vatten) . 

Den aktuella tekniken ar valkand och har ofta applicerats 
p& s& kallade testremsor, dar remsan fungerat som 
10 f lodesmatris . Flodet har initierats i den zon till vilken 
provet satts (VZP) . Flodet har ofta varit lateralt, d.v.s. 
parallellt med matrisens yta, eller av andra typer, 
exempelvis i djupled av matrisen. 

Testprotokollen har varit av s& kallad inhibitionstyp 
15 (kompetitiva) eller av icke-inhibitionstyp (icke- 

kompetitiva, sandwich). Se t.ex. Behringwerke US 4,861,711; 
Unilever WO 88/08534; Abbot US 5,120,643; Becton Dickinson 
• EP 284,232 och US 4,855,240; Abbot/Syntex US 4,740,468; 
Pharmacia AB, WO 96/22532 etc. 

2 0 I sammanhanget talar man ofta om simultana och 

sekventiella metoder (protokoll) med avseende p& vissa 
reaktanter (speciellt analyt och Reaktant*).. Simultana 
varianter innebar att analyt (prov) och aktuell reaktant, 
exempelvis Reaktant*, transporteras in i detektionszonen 
25 samtidigt. Simultana varianter kan man fd, om prov 

f or inkuberas /blandas med Reaktant* eller om Reaktant* 
f ordeponerats i appliceringszonen for prov eller i en zon 
nedstroms appliceringszonen for prov men fore detektions- 
zonen. Sekventiella varianter innebar att analyt (prov) 

3 0 transporteras fore en reaktant, exempelvis Reaktant*, in i 

detektionszonen. Sekventiella varianter kan man f&, om 
aktuell reaktant exempelvis Reaktant*, satts till samma 
appliceringszon som provet efter det att provet (analyten) 
tranporterats ut ur zonen. En variant av sekventiell 
35 metodik diskuteras i US 4,855,240 (Becton Dickinson). Mot 
alternativet att prov (analyt) skall transporteras fore 
"tracer" . (=Reaktant* ) i samma transportf lode, s taller US 
4,855,240 skilda transportf loden, i vilka man reglerar 
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transporttiden s& att prov (analyt) n£r detektionszonen 
fore "tracer" (Reaktant*) . 

I begreppet simultan'a tester har man ofta inkluderat 
varje variant, i vilken prov och Reaktant* 
5 f orinkuberas/blandas innan de sattes till en flodesmatris 
eller i 'vilken prov sattes till en f lodesmatris i vilken 
Reaktant* ar fordeponerad i appliceringszonen for prov 
eller nedstroms denna. PA liknande satt har man i begreppet 
sekventiella tester inkluderat varje variant, i vilken 

10 Reaktant* sattes till appliceringszonen for prov forst se- 
dan provet vandrat ut ur sin appliceringszon . Man har 
alltsA inte tagit hansyh till, om ordningen av analyt och 
Reaktant* forandras under transporten till detektionszonen. 
Om inget annat anges, anvandes denna . nomenklatur aven i 

15 foreliggande uppf inning, men nu anpassad till att det finns 
flera appliceringszoner for vatska. Detta synsatt innebar 
att man framst betraktar den initiala ordningen, nar b&de 
analyt och Reaktant* ar i lost form, och inte ordningen i 
vilken analyt och Reaktant* transporteras in i 

20 detektionszonen. 

Nackdelar med tidigare teknik och mal med uppf inningen 

Tidigare kand teknik har ofta inneburit praktiska problem 
vid automat isering, framst p& grund av .att det ofta kravts 

2 5 f orinkubering eller sekventiell tillsattning av prov och. 

reaktanter, ofta i en viss forutbestamd ordning definierad 
av det tes tprotokoll , som skall anvandas . Upp f i nn ingens mal 
ar att (a) underlatta automatisering, (b) undvika 
sekventiell tillsattning av prov och den analytiskt 

3 0 detekterbara reaktanten (Reaktant*) vid sekventiell 

metodik, och (c) mojliggora fordeponerad Reaktant* vid 
sekventiell metodik, som avser analyt och Reaktant*. Mer 
generella mil ar att uppnA hogkvalitativa testresultat , 
garna med forbattrad sensitivitet , och precision an 
3 5 tidigare varianter gett. 
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Uppf inning n 

Vi har nu overraskande upptackt, att, om flode initierats 
genom i stort sett samtidig tillsattning av vatska till tvd. 
intill varandra belagna zoner i en f lodesmatris , vandrar 
5 vatska tillsatt i den nedstroms belagna zonen fore vatska 
tillsatt i den uppstroms belagna zonen i riktning mot 
detektionszonen . V&r upptackt innebar, att man aven kan f& 
zpnvis vandring av vatskor om tillsattning av vatska i en 
uppstroms belagen zon sker efter tillsattning av vatska i 
10 narmast nedstroms belagna zon. Genom att tillampa denna 
upptackt pA den aktuella typen av analysmetoder , kan man 
uppni f orbattringar med avseende p& ovan angivna m&l. 

En forsta huvudaspekt' av uppf inningen avser de 
inledningsvis namnda analysmetoderna och kannetecknas av 
15 att 

A. f lodesmatrisen uppvisar minst tvA appliceringszoner for 
vatska anordnade vasentligen intill varandra: 

VZ m . . . VZ„ .. . . VZ, DZ 

m n l 
> 

2 0 dar - 

a) VZ n ar en appliceringszon for vatska, dar n ar 

positionen for appliceringszonen VZ n (n ar heltal 2 < 
n < m) 

b) m ar totala antalet appliceringszoner, i vilka flode 
25 initieras, 

c) en VZ n ar appliceringszon for prov (VZ n ,P) och en VZ n 

ar appliceringszon for Reaktant* (VZ n , f R*) med n'' > 

d) > ar riktningen p& flodet, och 

30 e) DZ ar detektionszon, och 

B. man initierar flode genom att satta vatska till vardera 

zonen VZ m . • VZ n . . VZ X pd sidant satt att vatska n+1 , 
som satts till appliceringszon VZ n+1 , transporteras genom 
matrisen efter vatska n som satts till narmast nedstroms 

3 5 belagna appliceringszon VZ n . 
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Vatska , kan latt f&s att vandra omedelbart efter 

vatska n , om motsvarande zoner for applicering av vatska 
ligger intill varandra eller om tillsatta vatskevolymer 
anpassas for detta mcil . 
5 I det . vanligaste fallet innebar det ovan sagda att man 

satter vatska n+1 till VZ n+1 fore eller i huvudsak samtidigt 

med att man satter vatska n till VZ n . For n = m saknas VZ n+1 , 
varfor det for den zonen inte g&r att satta n^gon vatska 
till VZ m+1 . Praktiska fordelar uppn&s om tillsattningen ar i 

10 huvudsak samtidig for alia VZ m VZ n .. VZ 1 . 

Antalet (m) appliceringszoner for vatska (VZ m . . VZ n . . 
VZ 1 ) kan i princip vara hur minga som heist med undantag av 
en (m * 1) . Av praktiska skal ar det troligt att i 
framtiden 2 < m < 10, med foretrade for 2 < m < 6, scisom m 

15 =2 eller 3 eller 4 eller 5. 

Vatskorna som tillsattes (vatska 1 . . . vatska m ) kan best^ 
av enbart buf f ertlosning eller av buf f ertlosning plus en 
reaktant (Reaktant 1, Reaktant 2 etc) , som behovs for att 
Reaktant* skall kunna fAngas upp i detektionszonen i en 

20 mangd, som ar relaterad till mangden analyt ,i provet . Aven 
Reaktant* kan ing^ i en vatska n . Som regel galler att 
sammansattningen av transporterade komponenter fr£.n en 
appliceringszon ej ar samma som fr^n narmast intilliggande 
-appliceringszon, i vilken flode initieras (VZ n+1 och VZ n _ 1 

2 5 med undantag for n = m och n = 1 for vilka zonerna VZ n+1 

respektive VZ n-1 saknas) . 

Med uttrycket "vasentligen intill varandra" avses att 
appliceringszonerna for vatska ligger direkt intill 
varandra eller med ett mellanliggande omrS.de av matris, som 
30 f oretradesvis ar hogst ca 2 mm, sarskilt hogst ca 1 mm. 

En vatska tillsatt i en appliceringszon kan ha en tendens 
till att sprida sig ovanpA matrisen till matrisdelar, som 
ligger utanfor zonen. For narliggande zoner innebar detta 



6 
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att vatskor kan blanda sig med varandra pA ett icke- 
onskvart satt. For att undvika detta placerar man garna 
fysiska barriarer, som avgransar tvd narliggande 
appliceringszoner (zonavgransare) . Barriarerna bor forst 
5 och framst vara placerade ovanpi matrisen, men kan stacka 
sig ner ' i matrisen utan att helt strypa flodet. 
Avgransningen ar framst mot en narliggande zon for app- 
licering av vatska, men kan givetvis stracka sig runt en 
hel appliceringszon for vatska. Vatska kan aven tillforas 
10 via kuddar eller materialskikt anbringade ovanpd matrisen 
och av samma eller olika material an matrismaterialet . I 
sAdant fall behovs inga zonavgransare. 

Aktuella reaktanter kan vara f ordeponerade i en applice- 

ringszon for vatska (VZ n ) eller mellan tv& sSdana zoner. En 

15 appliceringszon for vatska, som bara ar avsedd att 
transportera buffrande komponenter och/eller andra 
komponenter som ej deltar i de biospecifika 

af f initetsreaktionerna (d.v.s. vatska som varken inneh&ller 
eller ar avsedd att transportera n&gon reaktant eller 
20 analyt) , kallas f ortsattningsvis for VZ n B. En applicerings- 
zon for vatska (VZ ) , dar vatskan innehiller en reaktant 

n 

eller ar avsedd att transportera en reaktant, exempelvis 

Reaktant*, Reaktant 1, Reaktant 2 etc, kallas 

f ortsattningsvis VZ n ,,R*, VZ n ,,,Rl, VZ n R2 etc. Skall 

2 5 vatska n transportera en kombination av komponenter, 

exempelvis Reaktant* och analyt (prov) blir 

appliceringszonen gemensam for komponenterna och betecknas 
VZ n# , ,R2/R1 etc. For kombin^tionen prov och Reaktant* blir 
appliceringszonen VZ n ,R*/P (n' = n' ' ) . Att vatska n ar avsedd 

3 0 att transportera en viss reaktant inkluderar att reaktanten 

ifrdga aven kan vara fordeponerad i zonen VZ n . Det senare 
inkluderar att reaktanten kan vara fordeponerad i ett 
omrdde nedstroms appliceringszonen for den aktueila vatskan 
men uppstroms narmast nedstroms belagna VZ (VZ^^ , eller om 
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n = 1 enbart uppstroms detektionszonen (eftersom vz n -i di 
saknas) . 

Med f ordeponering avses att en reaktant ar tillsatt i 
forvag till matrisen och p& satt som gor att den ej sprider 
5 sig i matrisen forran den n&s av vatska, som applicerats 

for att initiera flode. Fordeponering av reaktanter kan ske 
pi i och for sig kant satt. Se till exempel (Behringwerke 
US 4,861,711; Unilever WO 88/08534; Abbott US 5,120,643; 
Becton Dickinson EP 284,232). Det ar viktigt att man 

10 arrangerar, sA att reaktanten i fr&ga snabbt g&r i losning, 
nar vatska passerar ett omri.de, som inneh&ller fordeponerad 
reaktant. For att uppni snabb upplosning har det varit 
vanligt att inkorporera reaktanter i substanser som i sig 
snabbt loses. Denna typ av substanser ar ofta hydrofila med 

15 . polara och/eller laddade grupper, sisom hydroxi, karboxi, 
amino, sulfonat etc. Speciellt kan namnas hydrofila snabb- 
losliga polymerer, exempelvis med kolhydratstruktur , enkla 
socker inkluderande mono-, di- och oligosackarider och 
motsvarande sockeralkoholer (mannitol, sorbitol etc). 

20 Vanligt ar att man forst belagger den aktuella 

appliceringszonen med ett skikt av den snabblosliga 
substansen, varefter reaktanten appliceras, eventuellt . 
foljt av ytterligare ett skikt snabbloslig substans . Ett 
alternativt satt ar att inkorporera reaktanten i partiklar 

25 av snabblosligt material som sedan deponeras i aktuell zon 
av matrisen. 

Nigra av de viktigaste utf orandef ormerna med avseende pa 
appliceringszonerna for vatska kan sammanf attas : 2 < m < 6; 
n' ar 1, 2 eller 3; n'' > A' eller n' ' = n' ; VZ n ,P' ar 

3 0 appliceringszon for prov och eventuellt aven for Reaktant* 
eller annan reaktant; VZ n . +1 , ; VZ n>+2 , VZ n , +3 , VZ^^ och VZ n ._ 2 
ar appliceringszoner for vatskor avsedda for transport av 
Reaktant* eller annan reaktant eller buffert utan reaktant 
s& lingt som m, n' ' och n' det tilliter. 

3 5 Transportf lode genom de aktuella typerna av matris kan 

istadkommas genom kapillarkraf ters inverkan, exempelvis 
genom att man startar med en i huvudsak torr matris . Som 
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hjalp kan man placera en sugande kropp i slutandan av 
flodet. . Flode, som innebar transport i huvudsak av enbart 
losta komponenter, kan Astadkommas om ett elektriskt fait 
appliceras over matrisen. 



5 



Testprofcokoll 

Med hjalp av uppfinningen kan man uppnS. att reaktanter 



och analyt kan vandra zonvis som enskilda komponenter eller 
tillsammans i olika kombinationer mot detektionszonen . 

10 Exakt sekvens av appliceringszoner bestams av det 
testprotokoll man vill utnyttja. 

Uppfinningen kan appliceras pd s&val kompetitiva (inhibi- 
tion) som icke-kompetitiva (icke-inhibition) testvarianter 
oberoende av om dessa ar simultana eller sekventiella med 

15 avseende pd nAgon reaktant . Illustrativa system visas nedan 
schematiskt i form de komplex som bildas. "-" avser fast 

forankring till matrisen, " " avser bindning via 

biospecifik affinitet. For . enkelhets skull har det antagits 
att anvanda reaktanter ar monovalenta med. avseende p& 

20 utnyttjade bindningsstallen . 

A. Sandwich-protokoll (icke-inhibition): 

Reaktant I och Reaktant* har bdda biospecifik affinitet 
mot . analyten . x = .antal mol Reaktant 1 p& matrisen och y 
2 5 = antal mol analyt (= antal mol Reaktant*), som bundit 



till Reaktant I. 




Matris ( -Reaktant I ) v f -Reaktant I analyt Reaktant* ) w 

x-y y 

Simultana varianter: 



30 



m = 2: VZ 2 R*/P VZ X B DZ 
Sekventiella varianter : 



m = 2 : VZ 2 R* yz x P 



DZ. 



m 



= 3 : 



VZ 3 R* VZ 2 B VZ X P DZ och alternativ dar 
buf f ertzonen har positionen 1 eller 3 . 



9 
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m = 4: VZ 4 B VZ 3 R* VZ 2 B VZ X P DZ och alternativ dar 
nigon av buf f ertzonerna ar placerad i position 
!• 

m = 5 : Samma sekvens som for m = 4 med undantag av att 
en extra buffertzonen ar placerad i position 1. 

Sandwich-protokoll ( icke-inhibition) : 

Reaktant I uppvisar biospecifik affinitet mot Reaktant 
II. B3.de Reaktant II och Reaktant* har biospecifik 
affinitet mot analyten. x = antal mol Reaktant I pA 
matrisen, y = antal mol analyt (= antal mol Reaktant*), 
som bundit till Reaktant I via Reaktant II. y + z ar 
antal' mol Reaktant II som bundit till Reaktant I. . - 
Komplex i detektionzonen : 

Matr is ( -Reaktant I ) x _ z _ y ( -Reaktant I- --Reaktant II) z (- 

Reaktant I Reaktant II analyt Reaktant* ) 

Simultana varianter : 

m = 2 : Samma som for protokoll A med undantag av att 
VZ 2 R*/P ar VZ 2 R*/P/RII eller att VZ X B ar VZ 1 RII . 

m = 3: VZ 3 R*/P VZ 2 B t VZ X RII DZ eller 

VZ 3 R*/P VZ 2 RII VZ X B DZ. 
Sekv'entiella varianter : 

m = 2 : Samma som for protokoll A med undantag av att 

VZ L P ersattes med VZ 1 P/RII. 
m = 3 : VZ 3 R* VZ 2 B VZ 1 P/RII DZ eller 

VZ 3 R* VZ 2 P VZ X RII DZ eller 

VZ 3 R* VZ 2 P/RII 'VZ^ DZ. 
m = 4, 5', 6: I analogi med protokoll A kan man tanka 
sig sekvenser med upp till 6 appliceringszoner 
for vatska. 

Inhibitionsprotokoll : 

Reaktant I ar en analytanalog, som ar fast forankrad 
till matrisen, Reaktant III uppvisar biospecifik 
affinitet mot analyten och Reaktant* uppvisar 
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biospecifik affinitet mot Reaktant III. x = antalet mol 
Reaktant I p& matrisen. y = antalet mol Reaktant III (= 
antal mol Reaktant*), som bundit till matrisen via 
Reaktant I. Betingelserna ar valda s& att y ar ett mAtt 
p& mangd analy t i provet . 
Kompiex i detektionszonen : 

Matris (-Reaktant I) v ( -Reaktant I Reaktant III 

x y 

Reaktant* ) 
Simultana varianter : 
m = 2: VZ 2 R*/RIII/P VZ X B DZ . 
Sekventiella varianter : 
m = 2: VZ 2 R* VZ 1 /RIII/P DZ . 

m = 3, 4 och 5: Kan byggas upp i analogi med protokoll 
A. 

D. Inhibitionsprotokoll : 

Reaktant I uppvisar biospecifik affinitet mot b&de 
Analyt och Reaktant*. Reaktant* ar analytanalog som ar 
loslig. x + y ar antalet mol Reaktant I p& matrisen, x 
och y ar antalet mol Reaktant* respektive Analyt, som 
bundit till matrisen. 
Kompiex i detektionszonen: 

Matris ( -Reaktant I - - -Reaktant * ) v ( -Reaktant I Analyt ) w : 

x y 

Simultan variant : 

m = 2: VZ 2 R*/F VZ X B DZ 

Sekventiell variant : 

m = 2 : VZ.R* VZ n P DZ 

2 1, 

m = 3, 4 och 5 kan byggas upp i analogi med protokoll 
A. 

Matriser 

Matrisen definierar det rum i vilket flodet 
transporteras . Matrisen kan vara den inre ytan av en enkel 
f lodeskanal (exempelvis en kapillar) , den inre ytan av en 
poros matris med genomg&ende system av f lodeskanaler (poros 
matris) etc. For enkelhets skull kommer matriser, som ar 
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anvandbara i denna variant av uppf inningen att kallas for 
f lodesmatriser . Porosa matriser kan vara i form av 
monoliter, ark, kolonner, membraner, enskilda f lodeskanaler 
av kapillara dimensioner eller sammansatta system av dylika 
5 f lodeskanaler etc. De kan aven vara i form av partiklar som 
packats i kolonnhylsor , sammanpressade fibrer etc. 
Matrisernas inre yta, d.v.s. f lodeskanalernas yta, bor vara 
hydrofil, s& att vattenhaltiga medier (vanligen vatteri) kan 
absorberas och transporteras genom matriserna. Flodes- 

10 kanalernas minsta innerm&tt skall vara tillracklig stort, 

s& att de reaktanter, som anvands , kan transporteras genom 
matrisen. Tumregeln ar att lampliga matriser finns att 
valja bland de som har f lodeskanaler med minsta innermcttt 
(ofta som en diameter for runda kanaler) i intervallet 0,4- 

15 1000 |Um, med foretrade for 0,4-100 |im om matrisen uppvisar 
ett system av sinsemellan kommunicerande f lodeskanaler . 
Flodeskanaler med minsta innerm&tt i den ovre delen av 
intervallet 0,4-1000 |im ar framst aktuellt for enkla 
ogrenade kanaler, genom vilka flode drivs av externt pdlagt 

2 0 tryck eller sug. 

Aktuella matriser ar ofta uppbyggda av en polymer, 
exempelvis nitrocellulosa, nylon etc. Materialet i matrisen 
s&val som f lodeskanalernas fysiska och geometriska 
utformning kan variera utefter flodet beroende p^ vad en 
25 viss del av matrisen skall utnyttjas till (Pharmacia AB WO 
96/22532; Medix WO 94/15215) . 

Detektionszon 

I detektionszonen finns Reaktant.I fast forankrad till 

3 0 matrisen med bindningar, som ej till&ter oavsiktlig 

borttransport av Reaktant I under testbetingelserna . 
Uppfastning av Reaktant I p& matrisen kan vara kovalent, 
via fysikalisk adsorption, via biospecifik affinitet etc. 
Liksom i tidigare teknik inom omridet kan uppfinningen 
3 5 utnyttja kombinationer av bindningstyper , exempelvis 
kovalent bindning till matrisen av en biospecifik af- 
f initetsreaktant riktad mot Reaktant I. Speciellt kan 
namnas matris, som uppvisar en fysikalisk adsorptivt eller 
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kovalent bunden komponent i ett specifikt bindningspar 
(reaktantpar) i kombination med Reaktant I kopplad eller 
konjugerad till den andra komponenten i det specifika 
bindningsparet , eller matris, som uppvisar en pi liknande 
5 satt bunden antikropp riktad mot Reaktant I. Som exempel pi 
specifika bindningspar kan namnas immunologiska 
bindningspar som antigen-antikropp och hapten-antikropp, 
biotin-avidin eller -streptavidin, lektin-socker , hormon- 
hormonreceptor, nukleinsyraduplex . Om Reaktant I binder 

10 till matrisen via en annan reaktant enligt ovan, behover 
Reaktant I inte vara immobiliserad i matrisen utan kan 
antingen vara rorligt fdif f underbart ) fordeponerad i 
matrisen i en area eller zon som ar skild frdn 
detektionszonen, eller ocksi kan den tillsattas tillsammans 

15 med eller separat frin provet . Forankring av Reaktant I 
till matrisen kan ske via partiklar som deponerats i/pi 
matrisen och till vilka Reaktant I ar kovalent, fysikaliskt 
adsorptivt eller biospecifikt etc bunden. Partiklarna 
faster till matrisen antingen darfor att deras storlek 

2 0 valts sd att de ej kan transporteras genom matrisen eller 
ocksi via fysikalisk adsorption. Se bland annat 
Abbott/Syntex US 4,740,468; Abbott EP 472,376; Hybritech EP 
437,287 och EP 200,381; Grace & Co EP 420,053; Fuji Photo 
Film US 4,657,739; Boehringer Mannheim WO 94/06012. For 

2 5 uppfinningen har den senare varianten med mindre partiklar 
som fysikaliskt adsorberar till matrisen visat sig vara 
bra . 

I ett och samma transportf lode kan f innas f lera detek- 
tionszoner (DZ1, DZ2 etc) . En eller flera av 
30 detektionszonerna kan avse' samma eller olika analyter. Ar 
analyterna olika ar som regel Reaktant I for respektive DZ 
olika. 

Analytiskt pavisbar reaktant (Reaktant*) 

35 Reaktant* kan i uppfinningen inte vara analyt . Vanligen 

erh&lles analytisk detekterbarhet genom att en naturlig 
reaktant, exempelvis en antikropp eller ett antigen eller 
en hapten, forses med en analytiskt detekterbar grupp . 
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Valkanda exempel p& ofta anvanda grupper ar enzymatiskt 
aktiva grupper (enzym, kofaktor, koenzym, enzymsubstrat 
etc) , fluorogena, kromofora, kemiluminiscenta, radioaktiva 
grupper etc. Aven grupper som p&visas med hjalp av en 
biospecifik af f initetsreaktant brukar raknas hit, 
exempelvis biotin, hapten, klass-, subklass- och artspeci- 
fika determinanter i immunglobuliner etc. 

En fordelaktig markorgrupp ar partiklar som eventuellt 
inneh&ller ndgon av de ovan namnda detekterbara grupperna, 
sisom fluorofora grupper eller kromiogena grupper (fargade 
partiklar) . Anvandbara partiklar har ofta en storlek i 
intervallet 0.001-5 |0m. Partiklarna kan vara av kolloidala 
dimensioner , s.k. sol (d.v.s. vanligen sfariska och 
monodispersa med storlek i intervallet 0,001-1 |im) . 
Speciellt kan namnas metallpartiklar (exempelvis guldsol) , 
icke-metallpartiklar (exempelvis Si0 2 , kol, latex och 
avdodade erytrocyter och bakterier) . Aven partiklar av 
icke-kolloidala dimensioner men tonvikt lagd pA icke-sedi- 
menterbarhet har anvants. Dessa har varit mer eller mindre 
oregelbundna och mer eller mindre polydispersa 
(kolpartiklar < 1 |LUn; Pharmacia AB, WO 96/22532) . 

For partiklar som markorgrupp hanyisas till Unilever WO 
88/08534; Abbott US 5,120,643; Becton Dickinson EP 284,232 
m.fl. 

I samband med utvecklingsarbetet som lett fram till 
foreliggande uppfinning har man overraskande funnit att bra 
resultat kan erhAllas om man samtidigt utnyttjar: 

(a) Reaktant* med markorpartiklar enligt ovan som 

i 

p&visbar grupp, och 

(b) En detektionszon i vilken Reaktant I forankrats till 
matrisen via partiklar som i huvudsak har dimensioner 
som skulle tillita transport av partiklarna som 
sidana genom matrisen. 

Vi har uppn&tt fungerande system, i vilka markorpartiklar 
och f orankringspartiklar har i huvudsak samma dimension. 
Detta innebar med stor sannolikhet att markorpartiklarna 
kan vara storre an f orankringspartiklarna och vice versa, 
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s& lange som de bara ar mindre an de f lodeskanaler som 
matrisen definierar. Systemet kan fuhgera s&val med som 
utan f ordeponering av Reaktant* i avsedd appliceringszon . 
Denna utf orandef o.rm utgor en del av en uppf inning, som 
5 beskrives i vAr samtidigt med denna inlamnade PCT-ansokan 
"Analysmetod med partiklar och testkit for utforande av 
metoden" (baserad p£ SE 9704935-7) . Denna separata patent- 
ansokan inkorporeras "by reference" . 

10 Analyter. 

Uppfinningen ar framst avpassad for att bestamma 
biospecifika af f initetsreaktanter av de inledningsvis 
namnda slagen. Reaktanterna kan vara en cell eller virus 
eller del av dessa. Speciellt kan namnas antigen, sfisom ett 

15 immunglobulin eller en antikropp . For immunglobuliner kan 
bestamningen avse en viss Ig- och/eller viss Ig-subklass. 
For antikroppar kan bestamningen avse en viss specif icitet , 
eventuellt aven antikroppens Ig-klass eller Ig-subklass. 
Aktuella Ig-klasser ar IgA, IgD, IgE, IgG och IgM. Aktuella 

20 Ig-subklasser ar IgGl, IgG2 , IgG3 och IgG4 . 

I sandwich-varianter (enligt protokoll A och B ovan) kan 
analyten vara en antikropp, som ar riktad mot ett 
allergen/antigen/hapten, och harstamma fr&n en viss art, 
viss Ig-klass eller viss Ig-subklass. I detta fall kan 

2 5 Reaktant* vara en analytiskt detekterbar antikropp riktad 

mot en epitop som ar specifik for arten, Ig-klassen eller 
Ig — subklassen och med Reaktant I (protokoll. A) eller 
Reaktant II (protokoll B) som allergenet/anti- 
genet/haptenet . . Alternativt valjer man det omvanda, d.v.s. 

3 0 Reaktant* ar allergenet/ant:igenet/haptenet och Reaktant I 

respektive Reaktant II ar antikroppen, som ar riktad mot 
analyten. For det fall att analyten ar ett antigen i 
allmanhet kan for protokoll A bAde Reaktant I och Reaktant* 
vara antikroppar, som ar riktade mot antigenet. For 
3 5 protokoll B ar det Reaktant II och Reaktant* som ar 
antikroppar riktade mot antigenet. 

Kompetitiva varianter ar mest intressanta for 
ldgmolekylara analyter. Illustrativa exempel ar antigen och 
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hapten. For protokoll C kan Reaktant I vara antigenet eller 
haptenet, som ar fast forankrat till matrisen, Reaktant III 
kan vara en antikropp, som ar riktad mot antigenet, och 
Reaktant* kan vara en antikropp, som ar riktad mot Reaktant 
5 III. For protokoll D kan Reaktant I vara en antikropp 

riktad mot analyten och Reaktant* kan vara analyten markt 
med en analytiskt detekterbar grupp. 

Uppf inningens metod kan utforas som en del i 
diagnosticering av allergi eller autoimmun sjukdom. 

10 For uppfinnarna har det varit speciellt intressant att 

mata anti-allergen antikroppar av IgE- eller IgG-klass, for 
de senare garna med tonvikt pd n&gon av de namnda 
subklasserna. Matning av allergen-specif ika antikroppar kan 
utnyttjas i samband med diagnosticering av IgE-medierad 

15 allergi. 

Prover 

Aktuella prover kan vara av biologiskt ursprung, 
exempelvis fr&n olika kroppsvatskor (helblod, serum, 

20 plasma, urin, saliv, tirvatska, cerebrospspinalvatska etc), 
frdn cellodlingsmedier , upparbetningsf orf aranden inom 
bioteknik, frdn vavnadsextrakt , fr&n livsmedel, fr&n mil j on 
(mil joanalysprover) etc. Proverna kan vara f orbehandlade 
for att passa till exempelvis matrisen, testprotokollet som 

2 5 ing&r etc . 

Kalibratorer 

Bestamningsmetoder av den typ, som uppfinningen avser, 
innebar, att man mater den p&visbara signalen fr£n den 

30 analytiskt detekterbara reiktanten (Reaktant*) och tar den 
uppmatta signalen (prowarde) som ett mitt pA mangden 
analyt i provet . For att overfora matsignalen till verkliga 
mangder analyt jamfores signalen vanligen med motsvarande 
signal (kalibratorvarde) for kanda standardmangder analyt 

35 (kalibratorer ) . I samband med foreliggande uppfinningen har 
man utvecklat ett nytt kalibratorsystem, vilket applicerat 
p& denna .uppf inning utgor en basta utf orandef orm . 
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Denna separata uppf inning innebar, att den kalibrator, 
som utnyttjas, har i forvag forankrats till en matris 
(matriskalibrator ) , heist av samma slag som den som 
utnyttjas for. provkorning . Vid upptagning av 
5 kalibratorvarden f&r matriskalibrator binda till Reaktant*, 
varefter matsignalen fr&n Reaktant* mates pA i och for sig 
kant satt. Genom att utnyttja olika mangder mat- 
riskalibrator kan man f& en serie kalibratorvarden som sva- 
rar mot olika f orutbestamda mangder analyt i prov 

10 (standardmangder, dos-responskurva, kalibreringskurva) . 
Alternativt har istallet en bindare for kalibratprn 
forankrats till matrisen, varvid kalibrator tillfors vid 
bestamningen av kalibratorvarde, eventuellt fordeponerad i 
matrisen uppstroms kalibratorzonen (-erna) for att losas 

15 upp av provlosning eller buffert vid bestamningen. Nar en 
kalibratorbindare ar bunden till matrisen, kan kalibratorn 
antingen vara rorligt (dif f underbart ) fordeponerad i 
matrisen i en zon skild fr&n detektionszonen, eller ocksci 
kan den tillsattas tillsammans med eller separat frcin 

20 prove t . Kalibratorbindaren ar vanligtvis den ena 

komponenten i ett specifikt bindningspar (reaktantpar ) , 
varvid den andra komponenten i bindningsparet ar kopplad 
eller konjugerad till kalibratorsubstansen . Som exempel pA 
sAdana specif ika bindningspar kan namnas immunologiska 

2 5 bindningspar som antigen-antikropp och hapten-antikropp, 

biotin-avidin- eller -streptavidin, lektin-socker , hormon- 
hormonreceptor , nukleinsyraduplex . 

Applicerat pA foreliggande uppfinning, innebar v&rt nya 
kalibratorsystem framst att transportf lodet passerar en 

3 0 eller flera zoner med en kalibrator eller 

kalibratorbindare, som ar fast forankrad till matrisen i 
respektive kalibratorzon (KZ) . 

Fdrankring av en kalibrator till matrisen i en 
kalibratorzon kan ske enligt samma principer som galler for 
3 5 att forankra Reaktant I till en detektionszon . 

Kalibratorzoner skall vara belagna nedstroms 
appliceringszon for vatska, som avser transport av 
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Reaktant* . I forhAllande till detektionszon (DZ) ligger 
kalibratorzonern f oretradesvis uppstroms . 

V&r uppfinning avseende kalibratorer finns utforligt 
beskriven i vSr parallellt inlamnade PCT-ansokan med titeln 
5 "Metod som utnyttjar en ny kalibrator och anordning och 

testkit'som inneh&ller kalibratorn" (baserad pA SE 9704933- 
2). Denna ansokan inkorporeras harmed "by reference". 

En andra huvudaspekt av uppf inningen 

10 Flodesmatrisen enligt ovan innehAllande tv£ eller flera 

appliceringszoner for vatska, eventuellt i form av ett kit 
dar flodesmatrisen ingSr tillsammans med den analytiskt 
indikerbara reaktanten, utgor en andra huvudaspekt av 
uppf inningen . 

15 Uppf inningen illustreras i den foljande ej begransande 

experiment el la delen. 

exempei* 1: Sekventiell metod med zonsekvensen: vz 4 b, vz 3 r*, vz 2 B ' vz x p * 
dz. Detektion av hxgs I testvariant med kolpartikelkonjugat 

20 

Metoder och material 

Adsorption av fenvldextran till polvstvrenpartiklar : 
Fenyldextran (substitutionsgrad: 1 fenylgrupp pA var femte 
monosackaridenhet = 20 %, Mw dextran 40 000, Pharmacia 

2 5 Biotech AB, Uppsala, Sverige) adsorberades till 

polystyrenpartiklar (0.49 um Bangs Laboratories, .USA) genom 
inkuberingar under omrorning med fenyldextran lost i 
avjoniserat vatten till 1) 5 mg/ml, 10 % par- 
tikelsuspension, RT 30-60 rjiinuter; 2) 5 mg/ml, 5% 

3 0 partikelsuspension, RT 1 timme; 3) 20 mg/mL, 1-2% 

partikelsuspension, RT 3 timmar eller over natt . 
Partiklarna tvattades darefter tvci ginger med avjoniserat 
vatten. Partikelsuspensionerna centrif ugerades mellan varje 
inkubering och tvatt (12.100xg, 2 5 min, Beckman, J-21, JA- 
35 20, 10.000 rpm) . Partikelsuspensionen sonikerades slutligen 
(Ultral judsbad, Branson 5210, 5 min) . 
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Kopplinq av ant i -human- IaE- ant ikropp (anti-hlaE) till 
polystyrenpartikel : Anti-hlgE kopplades till polystyren- 
partiklar belagda med fenyldextran med CDAP (l-cyano-4- 
dimetylamino-pyridiniumbromid (Kohn J and Wilchek M, FEBS 
5 Letters 154(1) (1983) 209-210). 

Avsaltning och buffertbyte av anti-hlgE utfordes genom 

gelf iltrering (PD-10, Pharmacia Biotech AB) i NaHC0 3 , .0.1 

M, pH 8,5. 2,3 g polystyrenpartiklar (belagda med 
fenyldextran enligt ovan) i 2% losning i 3 0 vol% aceton 

10 aktiverades med 17 ml CDAP (0.44 M) och 14 ml TEA (0,2 M 
trietylamin, Riedel-deHaen, Tyskland) . CDAP tillsattes 
under omrorning 150 sek och TEA under 150 sek. Partiklarna 
tvattades med 3 0 vol% aceton och centrif ugerades vid 
12.100xg (25 min, Beckman, J-21, JA-20, 10.000 rpm) . 17 mg 

15 anti-hlgE kopplades till de aktiverade partiklarna (2%, 

0,1 5g i 0,1 M NaHC0 3 , pH 8,5) vid inkubering under 
omrorning over natt +4°C. Partiklarna centrif ugerades och 
dekanterades darefter innan de avaktiverades med 
glutaminsyra 0,05 M och asparaginsyra 0,05 M i 0,1 M 

2 0 NaHC0 3 , pH 8,5, vid inkubering under omrorning over natt 

+4°C. Kopplade partiklar tvattades 1 g£ng med 0,1 M NaHC03 , 
0,3 M NaCl, pH 8,5, 1 gAng med 0,1 M HAc , 0,3 M NaCl pH 5, 

1 gdng med 0,1 M NaHC0 3 pH 8^5 och en g&ng med 20 mM 

boratbuffert pH 8,5. 
25- Partikelkoncentration bestamdes spektrof otometriskt vid 

A eoo nm me< 3 obehandlade partiklar som ref erens . Kopplad 
proteinkoncentration bestamdes genom att ha radioaktivt 
anti-hlgE narvarande vid kopplingen och cpm-matning . 

3 0 Kolpartikelkoniuaat (Reaktant*) : Detta framstalldes genom 

att anti-hlgE adsorberades till kolpartiklar (splOO, < 1 
fim, Degussa, Tyskland) enligt WO 96/22532 (Pharmacia AB) . 
Den slutliga losningen som anvandes i flodesmatris inneholl 
400 jig kolpartiklar per ml. 
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Deponerina av anti-hlaE-kopplade partiklar Pet membran : Pci 
nitrocellulosaf lak (Whatman, 8um, 5cm lAng och 25 cm bred 
med polyesterbaksida deponerades anti-hlgE-partiklar 
(framstallda enligt ovan) i en zon over arkets bredd 
5 (blivande detektionszon) med Linear Striper (IVEK 

Corporation) . Flodet var 1 pL/sek och 1 uL/cm. Partiklarna 
var spadda i boratbuffert (20 mM, pH 8,5, dextran T5000 4,2 
%w/w, sorbitol 5,8 %w/w) . Mangd deponerad anti-IgE 
antikropp var ca 1000 ng/cm. Flaken torkades 1 timme vid 
10 30°C. 

Zoner for aoplicerincr av buffert. prov och 
kolpartikelkoniuaat : Val avskilt fr&n zonen, som inneholl _ 
deponerat material, placerades parallellt med zonen och 

15 parallellt med varandra 4 stycken 1 mm breda 

inplastorremsor (Mylar med lim pd ena sidan, Gelman) pci 5 
mm avstAnd frAn varandra (zonavgransare) . Inplastorremsorna 
definierade p& detta satt fyra 5 mm breda zoner. Flaken 
klipptes vinkelratt mot zonen innehAllande deponerat mate- 

20 rial till remsor med 0,5 cm bredd (langden p& remsan blev 
dA 5 cm) (Singulator: Matrix 1201 membrane cutter, 
Kinematic automation) . De slutliga remsorna uppvisade fyra 
zoner (appliceringszoner ) citskilda av inplastorremsor som 
zonavgransare och en separat zon med deponerad anti-hlgE- 

25 antikropp (detektionszon) . Som jamforelse tillverkades 
remsor utan zonavgransare, d.v.s. utan citskilda 
appliceringszoner. 

Testmetodik : Remsor med citskilda appliceringszoner 
30 monterades pii en plan hcillare. Upptill (0.5 cm) p& remsan 
(och med detektionszonen som narmaste zon) placerades ett 
sugande membran (Whatman, 17 Chr, bredd 3 cm) . Hcillaren gav 
ocksA ett konstarit tryck pci de sugande membranen. For 
simultan applicering av reagens till de fyra delzonerna 
35 anvandes en 4-kanalers Multipipett (Labsystems) . 

Multipipetten laddades sci att serumprov (30 pL) app- 
licerades i appliceringszonen narmast detektionszonen med 
ordningen buffert (30 uL) , kolpartikelkonjugat (30 pL) och 
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buffert (30 + 30 \xh) i respektive uppstroms belagen 
appliceringszon . For sekventiell applicering till remsorna 
utan zonavgransare applicerades forst 30 pL prov pd. 
nederkanten av remsan. Efter insugning av prowolym 
5 tillsattes i tur och ordning efter insugning buffert (30 
UD , koipartikelkonjugat (30 viL) och buffert (30+30 \xh) . 
Kolpartikelkonjugatet var framstalld enligt ovan och var 

suspenderat i buffert. Bufferten var NaP0 4 0,1 M, BSA 3 %, 

NaN 3 0,05 %, sukros 3 %, NaCl 0,2 %, fenyldextran 0,05 %, 
10 bovint gammaglobulin 0,05 %, pH 7,5. Kolpartikelkonjugatets 
bindning till detektionszonen kvantif ierades genom 
absorbansmatning (ultroscan XL, Enhanced Laser 
Densitometer, LKB) . Som prov anvandes IgE med standardkon- 
centrationer i plasmamiljo (0; 0,5; 2; 10; 50 och 200 
15 KU/L) . .. 

Resultat 

Med fyra appliceringszoner for vatska och simultan 
tillsattning vandrade vatskorna i appliceringszonernas 

20 ordning, d.v.s. provet som var i zonen narmast 

detektionszonen vandrade forst, utan att blandas med 
efterkommande appliceringszons tvattlosning, som i sin tur 
startade att vandra, nar provet hade transport erats ut ur 
appliceringszonen for prov. P& motsvarande satt vandrade de 

2 5 ovriga zonernas vatskor i sekvens utan att blandas. 

Tabell 1: Analysresultat fr&n korningar med sekventiell 
tillsattning i en zon och frdn simultan tillsattning i 4 
30 delzoner (buffert, analytiskt detekterbar reaktant, 
buffert, prov) . 
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Sekventiell Simultan 

tillsattning tillsattning 

i en zon i 4 delzoner 

IgE KU/L (Abs xlOOO) (Abs xlOOO) 

0,5 0 12 

2 312 207 

10 1241 831 

50 1921 1560 

200 2115 2044 



I tabell 1 visas att upptaget minskar n&got for remsor 
med diskreta appliceringszoner jamfort med nar tillsattning 
sker i en och samma zon. Minskningen ar dock marginell. 
Forsoket visar darfor att man kan uppnA i stort sett samma 
15 resultat om samtidig tillsattning sker till zonsekvensen 

VZ4B , VZ3R* , VZ2B , VZ]_P som om prov, Reaktant* och buffert 
sattes i sekvens till en gemensam appliceringszon . 

Om fast forankrad anti-IgE-antikropp (Reaktant I) byts ut 
mot ett allergen, f&r man en bestamningsmetod av IgE 

2 0 antikroppar riktade mot allergenet. PA analogt satt kan 

testsystem avseende antikroppar av annan klass/subklass och 
med annan specif icitet bestammas. Appliceringszoner for 
enbart buffert kan utelamnas . For ytterliggare alternativa 
testprotokoll och analyter se o van under rubrikerna 
25 "Testprotokoll" och "Analyter". 

EXEMPEI* 2: SEKVENTIELL METOD MED ZONSEKVENSEN: VZ4B, V23R* # VZ2B, 
VZ^P, DZ. DETEKTION AV higE I TESTVARIANT MED FLUORESCENT 
DETEKTXONSKONJUGAT f 

3 0 

Metoder och material 

Kopplina av anti-human-IaE-antikropp (anti-hlaE) till 
polvstyrenpartikel : Anti-hlgE kopplades till 
polystyrenpartiklar belagda med fenyldextran (framtagna 
3 5 enligt Exempel 1) med CDAP ( l-cyano-4-dimetylamino- 

pyridiniumbromid) (Kohn J and Wilchek M, FEBS Letters 
154(1) (1983) 209-210). Avsaltning och buffertbyte av anti- 
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hlgE utfordes genom gelf iltrering (PD-10, Amersham 
Pharmacia Biotech AB) i NaHC0 3 , 0.1 M, pH 8,5. 

0,35 g polystyrenpartiklar (2% losning) aktiverades med 
5,2 mL CDAP (0,44 M) och 4,2 mL TEA (0,2 M trietylamin, 
5 Riedel-deHaen, Tyskland) . CDAP tillsattes under omrorning 
60 sek och TEA under 12 0 sek. Fern gangers overskott av 
iskylt avjoniserat vatten tillsattes. Partiklarna 
centrif ugerades vid 12 . lOOxg (25 min, Beckman, J- 21 , JA-20 , 
10.000 rpm) . Den erhillna pelleten lostes upp i iskylt 

10 avjoniserat vatten och tvattades en g&ng med- iskylt 

avjoniserat vatten och centrif ugerades sedan vid 12.100xg. 
50 mg anti-hlgE kopplades till de aktiverade partiklarna 
(2%, 0,35 g i 0,1 M NaHC0 3 , pH 8,5) . Inkubering under 
omrorning utfordes darefter i 1 timme vid +4°C. Efter 

15 centrif ugering avaktiverades partiklarna med glutaminsyra 
0,05 M och asparaginsyra 0,05 M i 0,1 M NaHC0 3 , pH 8,5. 
Inkubering under omrorning skedde sedan over natt vid +4°C. 
Kopplade partiklar tvattades 2 ginger med 20 mM 
boratbuffert pH 8,5, varefter partikelkoncentrationen 

20 bestamdes spektrof otometriskt vid Agoo nm me <3 obehandlade 
partiklar som ref erens . Kopplad proteinkoncentration 
bestamdes genom att ha radioaktivt anti-hlgE narvarande vid 
kopplingen . 

25 Kopplina av anti-hlaE antikroppar till 

detektionspartiklar : A ntikroppar mot hlgE klyvda med pepsin 
till fab '2 fragment kopplades till f luorescenta 
polystyrenpartiklar med aldehydgf upper p& ytan (Molecular 
Probes C-17177 TransFluoSp£eres , aldehyde-sulf ate 

3 0 microspheres , 0,1 um, 633/720, 2 % solids ) . 23 mg antikropp 

kopplades sedan till 66 mg partiklar i 50 mM NaP0 4 , pH 6,5, 

over natt i rumstemperatur , varefter 205 jaL NaCNBH4 (5 M) 
tillsattes for att reducera kopplingen under 3 timmar i 
rumstemperatur. Centrif ugering utfordes vid 20.800 x g i 50 
35 min (50 min i Eppendorf 5417R, 14.000 rpm), och 

avaktivering i glutaminsyra 0,05 M och asparaginsyra 0,05 M 
i avjoniserat vatten pH 6,5 skedde sedan over natt under 
omrorning i rumstemperatur. Darefter centrif ugerade man pi 
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nytt vid 20.800 x g, varefter blockering utfordes med 0,2 % 
BSA i 50 mM NaP0 4 , pH 7,4, med 0,05 % NaN3 och man 
inkuberade over natt vid +4°C. Man centrif ugerade sedan vid 
20.800 x g och tvattade tv& ginger med blockeringsbuf f ert 
som sedan ocksA anvandes for forvaring. Partikel- 
koncentration bestamdes i fluorimeter ( Perkin-Elmer LS50B) 
med standardkurva gjord av ursprungspartikeln . Kopplad 
proteinkoncentration bestamdes genom att ha radioaktivt 
anti-hlgE narvarande vid kopplingen. 

Deponerina av anti-hXaE-kooolade oartiklar r>£ membran och 
applicerinaszoner : Utfordes enligt Exempel 1; forutom att 
inplastorremsorna var utbytta mot tejpremsor (2 mil clear 
polyester Arcare med lim pS. ena sidan) 

Testmetodik : Remsor med Atskilda appliceringszoner 
monterades p& ett lutande plan ca 16° i en h&llare. Upptill 
(0.5 cm) pd remsan (och med detektionszonen som narmaste 
zon) placerades tvd sugande membran (Whatman, 17 Chr, bredd 
20 .3,4 cm) ovanpd varandra . H&llaren gav ocksA ett konstant 

tryck pS. de sugande membranen . For simultan applicering av 
reagens till de fyra delzonerna anvandes en multikanals 
Finnpipett (Labsystems) . Multipipetten laddades sd att 
serumprov (30 pL) applicerades i appliceringszonen narmast 
25 detektionszonen med ordningen buff ert (15 yL) , fluorescent 
partikelkonjugat (30 uL) och buffert (30+30 uL) i 
respektive uppstroms belagen appliceringszon . 
For sekventiell applicering till remsorna utan 
zonavgransare applicerades i forst 30 \iL> prov p& nederkanten 
3 0 av remsan. Efter insugning av prowolym tillsattes i tur 
och ordning efter insugning buffert (15 yL) , 
detektionspartikelkonjugat (30 yD och buffert (30+30 yL) . 
Partikelkonjugatet var suspenderat i assaybuffert som 

bestod av NaP0 4 0,1 M, BSA 3 %, NaN 3 0,05 %, sukros 10 %, 

3 5 NaCl 0,15 M, bovint gammaglobulin 0,05 %, pH 7,5. 

Tidtagningen startade med appliceringen av provet, och 
tiden tills den sista bufferten sugits in i membranet 



5 
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noterades. Det fluorescenta partikelkonjugatets bindning 
till detektionszonen kvantif ierades genom scanning med en 
rod diodlaser (635±5 nm) . Som prov anvandes IgE- 
standardkoncentrationer i plasmamil jo (0, 0,5, 2, 10, 50, 
5 och 200 KU/L) . 

Resultat: 

Precis som i Exempel 1 vandrade vatskorna ut ur 
appliceringszonen i den ordning de l&g. Tid for helt test 
10 med simultan tillsattning var ca 20 minuter och tid for 
test med sekventiell tillsattning var ca 25 minuter. 

Tabell 2: Analysresultat fr&n korningar med sekventiell 
tillsattning i en zon och fr&n simultan tillsattning i 4 
15 delzoner (buff ert , analytiskt detekterbar reaktant , 
buff ert prov) . 





Simultan 


Sekventiell 


KU/L 


tillsattning 


tillsattning 




till 4 


till en zon 




delzoner 




0 


0, 048* 


0,03 8* 


0,5 


0, 053 


0, 047 


2 


0, 085 


0, 074 


10 


0, 286 


0,256 


50 


1, 334 


1, 291 


200 


2,507 


2, 487 



*= scanning signal (Vim) 



i 
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Tabell 2 visar att upptaget ar jamforbart for remsor med 
diskreta applikationszoner jamfort med nar tillsattning 
sker i en och samma zon. Forsoket visar darfor att man kan 
uppnA samma resultat om samtidig tillsattning sker till 
25 zonsekvensen VZ4B, VZ3R* , VZ2&, VZ^P som om prov, Reaktant* 
och buffert satts i sekvens till en gemensam 
appliceringszon . 
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EXEMPEL 3: SEKVENTIELL METOD MED ZONSEKVENSEN : VZ5B, VZ4R* / VZ3B/ 
VZ2 P # VZ^B, DZ. DETECTION AV BtfORKSPECIFIKT higE I TESTVARXANT MED 
5 FLUORESCENT DETEKT I ONSKON JUGAT 

Metoder och material 

Extraktion av bi orkpol lenal leraen t3, Betula verrucosa): 
1 del (vikt) bjorkpollen (Allergon, Sverige) extraherades 

10 med 10 delar (volym) 0,1 M f osf atbuf f ert , - pH 7,4. 

Extraktionen p&gick i 2_ timmar p& skakbord vid + 4°C. 
Extraktet centrif ugerades vid 4000 rpm under 1,75 timmar. 
Efter filtrering applicerades losningen p£ en PD-10 kolonn 
(Pharmacia Biotech AB) och eluerades ut i 0,1 M NaHC0 3 , pH 

15 8,5. t3-eluatet (benamnes : t3-extrakt 1/14) lamnades till 

aminosyraanalys for bestamning av den totala proteinhalten . 

Kopplina av biorkpollenalleraen till polvstvrenpartikel : 
t3-extrakt kopplades till f enyldextranbelagda 
2 0 polys tyrenpartiklar (framtagna enligt Exempel 1) med CDAP. 
Kopplingen skedde analogt med kopplingen av hlgE . 

Polystyrenpartiklar (2128 mg) belagda med fenyldextran i 
3 0 vol-% aceton, 2 % partikelsuspension, aktiverades med 
954, mg CDAP (100 mg/mL i 30 % aceton) och 7,63 mL 0,2 M 

2 5 trietylamin (TEA, Riedel-de Haen, Tyskland) . CDAP 

tillfordes under omrorning och TEA tillfordes droppvis 
under 90 sekunder och omrorning i totalt 120 s. Reaktionen 
avbrots genom tillsats av 30 % aceton (4 ggr volymen) och 
centrifugering vid 12.400 ^ i 35 min. Partiklarna tvattades 

3 0 1 g&ng med avjoniserat vatten. 

640 ml t3-extrakt 1/14 i 0,1 NaHC0 3 , pH 8,5 tillfordes de 
aktiverade partiklarna och koppling p£gick i 1 timme pi 
skakbord. Efter centrifugering avaktiverades partiklarna 
med 0,05 M asparaginsyra och 0,05 M glutaminsyra i 0,1 
3 5 NaHC0 3 , pH 8,5. Inkubering skedde sedan p& skakbord over 

natt vid +4°C. Partiklarna tvattades darefter 2 ggr med 50 
mM NaP0 4 / 0,05 % NaN 3 , pH 7,4. Partikelkoncentrationen 
bestamdes spektrof otometriskt vid 600 nm med obelagda 
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polys tyrenpartiklar som referens. t3-kopplade 

polys tyrenpartiklar lamnades till amino syraanalys for 

bestamning av den totala proteinhalten . 

5 Deponerina av t3-kopplade polys tyrenpartiklar pA membran ; 

P& nitrocellulosaf lak med polyesterbaksida (Whatman, 8 pm, 
5 cm bred) applicerades zoner av t3-kopplade partiklar 
spadda till 4 % partikelhalt i 50 mM NaP0 4 , 10 % sukros, 
0,05 % NaN 3 , pH 7,4. Deponeringarna torkades 1 timme vid 
10 30°C. 

Zoner for applicerina av buffert, prov och 
detektionspartikelkon-iuaat : Val avskilt frAn zonen, som 
irineholl deponerat material, placerades parallellt med 

15 zonen och parallellt med varandra 5 stycken 1 mm breda 

tejpremsor (2 mil clear polyester, Arcare med lim p& ena 
sidan) p& 5 mm avst&nd fr&n varandra. Tejpremsorna 
definierade p& detta satt fern olika 5 mm breda zoner. 
Flaken klipptes vinkelratt mot zonen inneh^llande deponerat 

20 material till remsor med 0.5 cm bredd (langden pi remsan 
blev d& 5 cm) (Singulator: Matrix 12 01 membrane cutter, 
Kinematic automation) . De slutliga remsorna uppvisade fern 
: zoner (appliceringszoner) dtskilda av tejpremsor som 
zonavgransare och en separat zon med deponerat bjorkpollen 

25 (detektionszon) . Som jamforelse tillverkades remsor utan 
zonavgransare, d.v.s. utan Atskilda appliceringszoner. 

Testmetodik: Remsor med Atskilda appliceringszoner 
monterades, och reagens applicerades som i Exempel 2. 

3 0 Buffert (20 pL) applicerades i zonen narmast 

detektionszo'nen, darefter serumprov (30 pL) , buffert (20 
pL) , detektionspartikelkonjugat (20 pL) och buffert (30 + 30 
pL) i respektive uppstroms belagen appliceringszon . For 
sekventiell applicering till remsorna utan zonavgransare 

3 5 applicerades forst 20 pL buffert i nederkanten p& remsan, 
och efter insugning applicerades 30 pL prov i samma 
position 'och darefter buffert (20 uD , fluorescent 
partikelkonjugat (20 pL) och buffert (30+30 pL) . For alia 
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tillsattningar hade den foreg&ende tillsatsen sugits in av 
remsan. Detektionspartikelkonjugatet och buffert var enligt 
Exempel 2 . 

5 Resultat: 

Med appliceringszonen best&ende av fern delzoner och med 
simultan tillsattning till dessa visade det sig att 
vatskorna, precis som i exemplen ovan, vandrade ut ur 
appliceringszonen i den ordning de l&g . Den tid som behovs 
10 for helt test med simultan tillsattning var ca 21 min och 
den tid det tog for ett helt test med sekventiell 
tillsattning var ca 27 min. 

Tabell 3: Analysresultat fr&n korningar med sekventiell 
15 tillsattning i en zon och fr&n simultan tillsattning i 5 
delzoner (buffert, analytiskt detekterbar reaktant, 
buffert, prov, buffert). 





Simultan 


Sekventiell 




tillsattning 


tillsattning 




till 5 


till 1 zon 




delzoner 




neg 


0, 067* 


0, 058* 


pos 1 


1, 911 


2, 608 


pos 2 


0, 299 


0,375 



*= scanning signal (Vmm) 
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I tabell 3 visas att upptaget minskar n&got for remsor 
med diskreta applikationszq»ner jamfort med nar tillsattning 
sker i en och samma zon. Minskningen ar dock marginell och 
beror troligtvis p& att f lodeshastigheten vid simultan 
25 tillsattning var n&got forhojd. Forsoket visar darfor att 
man kan uppni i stort sett samma resultat om samtidig 
tillsattning sker till zonsekvensen VZ5B, VZ4R*,VZ3B, VZ2P, 
VZ^B som om prov, Reaktant* och buffert sattes i sekvens 
till en gemensam appliceringszon. 
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PATENTKRAV 

Forfarand'e for att bestamma en analyt i ett prov i en 
flodesmatris med hjalp av ett transportf lode av en 
eller flera biospecifika af f initetsreaktanter , av vilka 
minst en ar analytiskt detekterbar (Reaktant*) och en 
ar fast forankrad i matrisen (Reaktant I), och 
flodesmatrisen uppvisar: 

A) en appliceringszon for vatska (VZ) , som inneh&ller 
buffert och prov och eventuellt en eller flera av . 
reaktanterna, dock ej Reaktant I, 

B) en nedstroms VZ belagen detektionszon (DZ) med den 
fast forankrade reaktanten (Reaktant I) , och 

C) eventuellt en eller flera zoner i vilka n&gon av 
reaktanterna har f ordeponerats , 

varvid man (i) initierar flodet mot detektionszonen 
genom tillsats av vatskan med prov i applizeringszonen 
VZP for transport av analyt och reaktanter mot 
detektionszonen (DZ) , och (ii) p&visar den mangd 
Reaktant* som bundit till DZ, varvid den pAvisade 
mangden ar relaterad till mangden analyt i provet, 
kannetecknat av att 

I. flodesmatrisen uppvisar minst tvci appliceringszoner 
for vatska anordnade vasentligen intill varandra: 

VZ . . . VZ ... VZ. DZ 

m n 1 
■ ■ > 

dar 

a) VZ n ar en appliceringszon for vatska, och n ar 

positionen for appliceringszonen VZ n , 

b) m ar totala antalet appliceringszoner i vilka 
flode initieras (m > 2), 

c) en VZ n ar appliceringszon for prov (VZ n ,P) och en 
VZ ar for Reaktant* (VZ^ /r R*) med n' ' > n' # och 

n n 

d) > ar riktningen pA flodet, 

e) DZ ar detektionszonen, och 
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II. flode initieras genom att man setter vatska till 

vardera zonen VZ m . . VZ n . . VZ X p& s&dant satt att 

vatska n+1 , som satts till appliceringszon VZ n+1 , 
transporteras genom matrisen omedelbart efter 
vatska n , som satts till narmast nedstroms belagna 
appliceringszon VZ n . 

Forfarande enligt krav 1, kannetecknat av att n' ' > n' 
(sekventiella varianter med avseende p£ analyt och 
Reaktant*) . . 

Forfarande enligt krav 1, kannetecknat av att n' ' = n' 
(simultana varianter med avseende p& analyt och 
Reaktant* ) . 

Forfarande enligt n&got av kraven 1-3, kannetecknat av 
att Reaktant* ar fordeponerad i sin appliceringszon 

(VZ n ,,R*). 

Forfarande enligt nAgot av kraven 1-4, kannetecknat av 
att man satter vatska n+1 till VZ n+1 fore eller i huvudsak 
samtidigt med att man satter vatska n till VZ n , med 
undantag for n = m vilken zon saknar zonen VZ n+1 . 

F6rfarande enligt nAgot av kraven 1-5, kannetecknat av 
att VZ n+1 slutar dar VZ^ borjar, med undantag for n = m 

vilken zon saknar zonen VZ - . 

n+l 

Forfarande enligt ndgot av kraven 1-6, kannetecknat av 
att applicering av vatska sker i huvudsak samtidigt i 

alia VZ m . . VZ„ . . VZ. . 



Forfarande enligt n&got av kraven 1-7, kannetecknat av 

att m < 6; n' ar 1, 2 eller 3; n'' > n' ; VZ n , +1 , VZ n , +2 , 
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VZ n , +3# VZ n# _ 1 och VZ n ,_ 2 ar appliceringszoner for vatskor 
avsedda for transport av Reaktant* eller annan reaktant 
eller buffert utan reaktant, s& l&ngt som m, n' ' och n' 
det tilldter. 

9. Forfarande enligt nAgot av kraven 1-8, kannetecknat av 

att minst en av zonerna VZ m . . VZ n . . VZ X innefattar 

en kudde eller ett materialskikt anbringat ovanpA 
f lodesmatrisen . 

10. Forfarande enligt n&got av kraven 1-8, kannetecknat: av 
att zonerna VZ m . . VZ n . . VZ 1 har zonavgransare mellan 
varandra . 

15 11. Forfarande enligt n&got av kraven 1-10, kannetecknat: av 
att sammansattningen av transporterade komponenter fr&n 

en appliceringszon VZ n ej ar samma som fr&n narmast 
intiliiggande appliceringszon VZ, i yilken flode 
initieras, (VZ n+1 och 
2 0 vz n -i' mec * undantag for ri = m och n = 1 vilka zoner 

saknar vz n+ i respektive VZ x ) . 

12. Forfarande enligt n&got av kraven 1-11, kannetecknat av 
att minst en reaktant, annan an Reaktant*, ar 

2 5 fordeponerad i en appliceringszon VZ n ,,,R for vatska 

avsedd att transportera reaktanten. 

i 

13. Forfarande enligt nAgot av kraven 1-12, kannetecknat av 
att m < 6 och att n' for appliceringszonen for prov 

30 .(VZ n ,P) ar 1, 2 eller 3. 

14. Forfarande enligt n&got av kraven 1-13, kannetecknat av 
att Reaktant* har biospecifik affinitet mot analyten s& 
att Reaktant* inkorporeras i ett komplex Reaktant' 

3 5 analyt Reaktant* i detektionszonen i en mangd som ar 
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relaterad till mangden analyt i provet, i vilket 
komplex Reaktant * har biospecifik affinitet mot 
analyten och ar 

(a) Reaktant I, eller 

(b) en reaktant mot vilken Reaktant I uppvisar 
biospecifik affinitet och vilken transporteras fr&n 
VZ n ,P eller fr&n en appliceringszon nedstroms VZ n ,P. 

Forfarande enligt nigot av kraven 1-14, kannetecknat av 
att matrisen uppvisar minst en kalibratorzon (KZ) , i 
vilken kalibrator binds till eller i forvag ar bunden 
till matrisen. 

Forfarande enligt krav 15, kannetecknat av att 
kalibrator zonen eller -zonerna (KZ) har en bindare for 
kalibratorn fast forankrad i matrisen, varvid 
kalibratorn eventuellt ar fordeponerad i matrisen 
uppstrdms kalibratorzonen eller -zonerna. 

Forfarande enligt n&got av kraven 1-14, kannetecknat av 
att 

a. analyten ar vald bland antigen i allmanhet, och 

b. metoden utfores som en del i diagnosticering av 
- allergi eller autoimmun sjukdom. 

Anordning for att bestamma en analyt i ett prov i en 
f lodesmatris med hjalp av ett transportf lode av en 
eller flera biospecifika af f initetsreaktanter , av vilka 
minst en ar analyt i skt t detekterbar (Reaktant*) och en 
ar fast forankrad i matrisen (Reaktant I), innefattande 
en f lodesmatris som uppvisar: 

A) en appliceringszon for vatska (VZ) , som inneh&ller 
buffert och prov och eventuellt en eller flera av 
reaktanterna, dock ej Reaktant I, 

B) en nedstroms VZ belagen detektionszon (DZ) med den 
fast forankrade reaktanten (Reaktant I), och 

C) eventuellt en eller flera zoner i vilka ncigon av 
reaktanterna har f ordeponerats , 
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kannetecknad av att 

f lodesmatrisen uppvisar minst tvi appliceringszoner for 
vatska anordnade vasentligen intill varandra: 

VZ m . . . VZ n . . . VZ- DZ 

m n 1 
> 

dar 

a) VZ n ar en appliceringszon for vatska, och n ar 

positionen for appliceringszonen VZ n , 

b) m ar totala antalet appliceringszoner i vilka 
flode initieras (m > 2), 

c) en VZ n ar appliceringszon for prov (VZ n ,P) och en 

VZ n ar for Reaktant* (VZ n ,,R*) med n' ' > n' , och 

d) > ar riktningen p& flodet, och 

e) DZ ar detektionszonen . 

Anordning enligt krav 18, kannetecknad av att n' ' > n' 
och att anordningen ar avsedd for sekventiell transport 
av analyt och Reaktant* . 

Anordning enligt krav 18 , kannetecknad av att n ' ' = n ' 
och att anordningen ar avsedd for simultan transport av 
analyt och Reaktant*. 

Anordning enligt n&got av kraven 18-20, kannetecknad av 

att Reaktant* ar fordeponerad i sin appliceringszon 

(VZ n ,,R*) . 

Anordning enligt n&got av kraven 18-21, kannetecknad av 
att VZ n+1 slutar dar VZ n borjar, med undantag for n = m 
vilken zon saknar zonen VZ - . 

Anordning enligt nigot av kraven 18-22, kannetecknad av 
att m < 6; n' ar 1, 2 eller 3; n' ' > n' ; VZ n . + 1 , VZ n , +2/ 
VZ , VZ . . och VZ , . ar appliceringszoner for vatskor 
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avsedda for transport av Reaktant* eller annan reaktant 
eller buf fert utan reaktant, s& lAngt som m, n' ' och n' 
det tilliter*. 

5 24. Anordning enligt nAgot av kraven 18-23, kannetecknad av 
att zonerna VZ m . . VZ n . . VZ X har zonavgransare mellan 
varandra . 

25. Anordning enligt nAgot av kraven 18-23, kannetecknad av 
10 att minst en av zonerna VZ m . . VZ„ . . VZ. innefattar 

m n 1 

en kudde eller materialskikt anbringat ovanpi 
f lodesmatrisen . 

26. Anordning enligt n&got av kraven 18-25, kannetecknad av 
15 att minst en reaktant, annan an Reaktant*, ar 

fordeponerad i en appliceringszon VZ n ,,,R for vatska 

avsedd att transportera reaktanten. 

27. Anordning enligt nAgot av kraven 18-26, kannetecknad av 
2 0 att m < 6 och att n' for appliceringszonen for prov 

(VZ n ,P) ar 1, 2 eller 3. 

28. Anordning enligt n&got av kraven 18-27, kannetecknad av 
att detektionszonen DZ innefattar fast forankrad 

2 5 Reaktant I, och att en reaktant mo t vi Iksn Reaktant I 

uppvisar biospecif ik af f initet eventuellt ar 

fordeponerad i VZ n ,P eller i en appliceringszon 

i 

nedstroms VZ n ,P. 



30 29. Anordning enligt nAgot av kraven 18-28, kannetecknad av 
att f lodesmatrisen uppvisar minst en kalibratorzon KZ, 
i vilken kalibrator eller bindare for kalibratorn ar 
fast forankrad i matrisen. 
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30. Anordning enligt krav 29, kazm tecknad av att 

kalibratorzonen eller -zonerna (KZ) har en bindare for 
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kalibratorn fast forankrad i matrisen, och att 
kalibrator ar fordeponerad i matrisen uppstroms 
kalibratorzonen eller -zonerna. 

Anordning enligt ndgot av kraven 18-30, kannetecknad av 
att den ar avsedd for diagnosticering av allergi eller 
autoimmun sjukdom. 

Testkit, kannetecknat av att det innef attar (i) en 
anordning enligt n&got av patentkraven 17-29 och (ii) 
Reaktant* . 

Testkit enligt krav 32, kannetecknat: ay att det 
dessutom innef attar (iii) kalibrator nar bindare for 
kalibrator ar fast forankrad i matrisen. 
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Ett forfarande resp. en anordning och ett testkit for att 
bestamma en analyt i ett prov i en flodesmatris med hjalp 
5 av ett transportf lode av en eller flera biospecifika 
af f initetsreaktanter , av vilka minst en ar analytiskt 
detekterbar (Reaktant*) och en ar fast forankrad i matrisen 
(Reaktant I), har de kannetecknande dragen att 

10 A . flodesmatrisen uppvisar minst tv& appliceringszoner for 
vatska: 

VZ m ... VZ„ ... . VZ. DZ 

m n 1 



dar 

15 a) VZ n ar en appliceringszon for vatska, och n ar po- 

sitionen for appliceringszonen VZ n , 

b) m ar totala antalet appliceringszoner i vilka 
flode initieras (m > 2), 

c) en VZ n ar appliceringszon for prov (VZ n ,P) och en 

20 VZ n ar for Reaktant* (VZ n ,,R*) med n' ' > n' , och 

d) > ar riktningen pA flodet, 

e) - DZ ar detektionszonen, och 

B. flode initieras genom att man satter vatska till vardera 
25 zonen VZ . . VZ . . VZ. p& sAdant satt att vatska . , 

som satts till appliceringszon (VZ n+1 ) , transporteras 

genom matrisen omedelbart efter yatska n som satts till 

narmast riedstroms belagna appliceringszon VZ n . 
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